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Summary
FOlATe AND MeThIONINe CYCle GeNeS MUTATION IN The wOMeN  wITh OF ReCURReNT PReGNANCY lOSS 
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Background: Pathogenesis in recurrent pregnancy loss (RLP) is complex and involves the interaction of multiple 
genetic and environmental factors. Is supposed that genetic polymorphisms in MTHFR (C677T and A1298C), MTR 
(A2756G) and MTRR (G66A) genes may be associated with the risk of recurrent pregnancy loss. In this study, we aimed 
to investigate the association between the polymorphism of MTHFR, MTR, MTRR genes and the pregnancy loss.
Methods: In this study we determined the genotypic frequencies of the MTHFR, MTR, MTRR gene polymorphisms in a 
sample of 274 women from Moldova, 166 with 2 and more miscarriages and  108 without history of miscarriages, with 
2 healthy births. The genomic DNA was extracted from the peripheral blood collected on EDTA. The methods used to 
study polymorphisms were PCR and PCR-RFLP. Statistical analysis was performed using www.gen-exp.ru site.
Results: The results of this study showed that women with recurrent pregnancy loss have a higher proportion of the 
MTHFR677TT, MTHFR 677CT, MTR2756AG, MTRR66GG  genotype compared with the control group, does not 
present significant differences between the study group and control (p>0.05). The test Hardy-Weinberg was applied for 
the control and research group. 
Have been established no statistically significant differences (p>0.05) between the observed and theoretically expected 
genotypic frequencies for MTHFRC677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G polymorphisms, but for MTRR G66A 
polymorphism have found the Hardy-Weinberg disequilibrium in control and research groups (χ2=22.81, p=0.000, 
respectively χ2=28.31, p=0.000). 
Conclusion: Our study revealed the role of folate and methionine cycle genes polymorphisms (MTHFR, MTR, MTRR) 
in the etiology of recurrent pregnancy loss showed no correlation between the results obtained from the two groups 
(χ2<5, p>0.05), but the risk of pregnancy loss is higher for women carrying MTR 2756AG genotype, OR=1.38, 95% CI 
[0.81-2.34], as well as MTRR 66AA genotype (OR=1.19, 95% CI [0.21-6.59]).
Резюме
нарушение в Генах  ФолатноГо и МетиониновоГо цикла  у женЩин с привычныМ 
невынашиваниеМ береМенности 
Ключевые слова: MTHFR ген, MTR ген, MTRR ген, полиморфизм, невынашивание беременности.
Актуалъностъ: Патогенез привычного невынашивания беременности (ПНБ) сложный и включает 
взаимодействие нескольких генетических и экологических факторов. Предполагается, что генетические 
полиморфизмы в генах MTHFR (C677T и A1298C), MTR (A2756G) и MTRR (G66A) могут быть связаны с риском 
ПНБ. В этом исследовании, мы  изучали корреляции  между этими полиморфизмами и ПНБ. 
Методы: Определялись генотипические частоты полиморфных генов MTHFR, MTR, MTRR у 274 женщин из 
Молдовы, из которых 166 женщин с двумя и > потерями и 108 без потерь с 2 нормальными родами. Геномную 
ДНК экстрагировали из периферической крови. Были использованы следующие молекулярно-генетические 
методы: PCR и PCR-RLFP. Статистическая обработка с использованием сайта www.gen-exp.ru.
Результаты: Результаты данного исследования показали, что женщины с привычным  невынашиванием 
имеют более высокую долю MTHFR677TT, MTHFR 677CT, MTR 2756AG, MTRR 66GG генотипа по сравнению 
с контрольной группой, но данные величины  не являются статистически значимыми (р>0,05). Тест 
Харди-Вайнберга был проведён в группе исследуемой и контрольной группе и при сравнении наблюдаемых 
генотипических частот и теоретически ожидаемым для MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, не 
было выявлено статистически значимых различий (р>0,05), но для полиморфизма MTRR G66A наблюдалось 
статистически значимое отклонение от распределения Харди-Вайнберга  в исследуемой и контрольной группе 
(χ2=22,81, р=0,000, соответственно χ2=28,31, р=0,000).
Выводы: Исследование не выявило существенных различий между частотами генотипов в  двух исследуемых 
группах (χ2<5, р>0,05), но риск ПНБ выше в 1,5 раза для женщин, несущих MTR 2756AG генотип, OR=1.38, 95% 
CI [0.81-2.34], а также несущих MTRR 66AA генотип (OR=1.19, 95% CI [0.21-6.59])
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Introducere. pierderea reproductivă constituie una 
din componentele importante ale eşecului reproductiv la 
specia umană. literatura de specialitate, arată că între 40 
şi 60% cazuri, cu toate investigaţiile efectuate, această 
maladie este declarată, în final, idiopatică. în acest con-
text, cercetarea medicală îşi îndreaptă atenţia, în ultimii 
ani, spre diverse mecanisme care ar putea să conducă la 
elucidarea cauzelor pierderilor reproductive. unele din 
aceste mecanisme vizează dezvoltarea şi funcţionarea pla-
centei, vascularizaţia acesteia, sau alterarea altor procese 
fiziologice şi moleculare care pot influenţa în sens negativ 
dezvoltarea produsului de concepţie [7].
la nivel molecular, se studiază metabolismul folaţilor 
şi al homocisteinei, fiind condiţionate nu doar de aportul 
extern de folaţi, dar aflându-se şi sub influenţa modului în 
care funcţionează o serie de proteine şi enzime implicate, 
expresia genelor ce codifică aceste proteine este subiect 
important de studiu. variantele alelice ale unor gene ce 
codifică compuşi implicaţi în metabolismul folaţilor şi 
homocisteinei au fost cercetate, în încercarea de a găsi 
eventualii factori de risc genetici ce se pot asocia cu pier-
deri de sarcină. cu acest scop, în populaţia din Republica 
moldova, se cercetează polimorfismele genelor MTHFR 
(C677T şi A1298C), MTR (A2756G) şi MTRR (G66A).
metilentetrahidrofolat reductaza (MTHFR) este o 
enzimă care catalizează reducerea 5,10-metilenetetrahi-
drofolatului la 5-metilenetetrahidrofolat, un cofactor în 
remetilarea homocisteinei la metionină [3]. S-a demon-
strat că purtătorii genotipului 677TT au o activitate en-
zimatică de 30%, comparativ cu genotipul 677cc, iar 
heterozigoţii compuși (677CT+1298AC) au o activitate 
enzimatică de 65% din activitatea normală a enzimei [1]. 
variantele genotipice ale MTHFR A1298C determină o 
scădere a activităţii enzimatice mai pronunţată la genoti-
pul homozigot (C/C) decât la cel heterozigot (A/C) [10].
metionin sintaza (MTR) catalizează reacția de re-
metilare a homocisteinei la metionină, esențială pentru 
menținerea intracelulară a metioninei și a concentrațiilor 
normale de homocisteină [5]. 
metionin-sintaza-reductaza (MTRR) catalizează re-
generarea metilcobalaminei, un cofactor pentru MTR. 
astfel, activitatea MTR este  întreținută de către  MTRR. 
polimorfismele genelor MTR (A2756G) și MTRR 
(G66A) determină nivelul de homocisteină şi hipometi-
larea aDn-ul [4]. Deci formele mutante şi heterozigote 
ale acestor gene sunt asociate cu risc crescut de a dez-
volta hiperhomocisteinemie şi anumite complicaţii ale 
sarcinii ce includ anomalii cromozomiale, malformaţii 
congenitale, pierderi recurente de sarcină, afecţiuni ale 
placentei şi preeclampsia [3, 11]. mai mult, pe lângă 
consecinţele asupra embrionului sau fătului, se pot ob-
serva şi fenomenele tromboembolice survenite tardiv în 
sarcină şi chiar în perioada post-partum [11].
Scopul lucrării: Studierea rolului polimorfismelor 
genelor ciclului folat şi metioninei (MTHFR, MTR, 
MTRR) în etiologia pierderilor reproductive la femei din 
Republica moldova.
Materiale şi metode
Grupuri de studiu. cercetarea actuală a fost realizată 
ca un studiu observaţional de tip caz control, la care 
au participat 274 de femei. participantele la studiu au 
fost recrutate din rândul pacientelor care s-au prezentat 
pentru consult, investigaţii şi sfat genetic în laboratorul 
de genetică moleculară umană, în cadrul institutului 
mamei şi copilului, între 2011-2014, precum şi femei 
recrutate pe bază de voluntariat din populaţia generală. 
cele 274 de femei, majoritatea moldovence, cu vârtsta 
medie de 32 ani, au fost împărţite în două loturi: 166 
de femei au constituit lotul de paciente - femei de 
vârstă fertilă, cu cel puţin 2 pierderi de reproducere în 
antecedente şi 108 femei ce au avut cel puţin 2 sarcini 
normale, fără antecedente de avort au constituit lotul de 
control. au fost colectate probe de sânge periferic (2.5 
ml/probă) de la ambele grupuri, din care a fost extras 
aDn-ul genomic.
PCR-RFLP. polimorfismul genelor MTHFR (C677T 
şi A1298C), MTR (A2756G) şi MTRR (G66A) a fost 
determinat prin reacţia de polimerizare în lanţ, efectuată 
în amplificatorul eppendorf mastercyclerpro, utilizând 
anumite programe de amplificare (tabelul 1), urmată de 
restricţia fragmentelor (pcR-RFlp). 
Tabelul 1
Secvenţa primerilor utilizaţi în cercetare






















polimorfismul C677T a fost determinat utilizând 
enzima de restricţie hinfi (thermo scientific), iar 
mutaţia A1298C a fost determinată prin digestie cu 
enzima de restricţie mboii (thermo scientific). Reacţiile 
are loc la temperatura de 370c timp de 12 ore, după 
Analize statistice. genotipurile au fost introduse 
într-o bază de date de tip excel. Frecvenţele  genotipice 
au fost calculate pentru ambele grupuri şi testul χ2 a fost 
aplicat pentru a stabili dacă distribuţia genotipurilor este 
în echilibru hardy-weinberg. S-a calculate riscul relativ - 
odds ratio (oR), pentru un interval de confidenţă de 95%. 
Rezultatele au fost considerate statistic semnificative la o 
valoare p<0,05. calculele statistice au fost efectuate cu 
ajutorul calculatorului online gen-exp.ru.
rezultate şi discuţii. ciclul acidului folic reprezintă o 
cascadă de procese reglate de enzime care au drept coenzime 
derivaţi ai acidului folic. elementul principal al acestor 
procese este sinteza metioninei din homocisteină [2].
aceasta se realizează în procesul conversiei 
folaţilor: din 5,10-metilenetetrahidrofolat la 
5-metilenetetrahidrofolat, care deţine gruparea metil 
necesară conversiei homocisteinei în metionină. 
Restabilirea folaţilor are loc cu participarea enzimei 
metilentetrahidrofolat-reductaza (MTHFR). gruparea 
metil este transferată vitaminei b12 care o cedează la 
rândul său homocisteinei cu formarea metioninei prin 
participarea enzimei metionin-sintaza (MTR), activitatea 
căreia depinde de metilarea cu ajutorul metionin-
sintazei-reductazei (MTRR) [9].
la indivizii sănătoşi, nivelul homocisteinei în plasmă 
şi metabolismul ei sunt reglate de diferiţi factori ai 
mediului şi genetici, care determină creşterea nivelului 
care se efectuează electroforeza pentru vizualizarea 
rezultatelor (figura 1, a şi b). polimorfismele în genele 
MTR(A2756G) şi MTRR(G66A) au fost identificate în 
urma restricţiei cu enzimele haeiii şi ndei (thermo 
scientific). în urma electroforezei se observă benzi de 
diferită lungime (figura 1, c şi D).
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Materiale şi metode 
Grupuri de studiu. cercetarea actuală a fost realizată ca un studiu observaţional de tip caz 
control, la care au participat 274 de femei. participantele la studiu au fost recrutate din rândul 
pacientelor care s-au prezentat pentru consult, investigaţii şi sfat genetic în Laboratorul de Genetică 
Moleculară Umană, în cadrul Institutului mamei şi copilului, între 2011-2014, precum şi femei 
recrutate pe bază de voluntariat din populaţia generală. Cele 274 de femei, majoritatea moldovence, 
cu vârtsta medie de 32 ani, au fost împărţite în două loturi: 166 de femei au constituit lotul de 
paciente - femei de vârstă fertilă, cu cel puţin 2 pierderi de reproducere în antecedente şi 108 femei 
ce au avut cel puţin 2 sarcini normale, fără antecedente de avort au constituit lotul de control. au 
fost colectate probe de sânge periferic (2.5 ml/probă) de la ambele grupuri, din care a fost extras 
aDn-ul genomic. 
PCR-RFLP. polimorfismul genelor MTHFR (C677T şi A1298C), MTR (A2756G) şi MTRR 
(G66A) a fost determinat prin reacţia de polimerizare în lanţ, efectuată în amplificatorul Eppendorf 
mastercyclerpro, utilizând anumite programe de amplificare (tabelul 1), urmată de restricţia 
fragmentelor (pcR-RFlp).  
Tabelul 1 
Secvenţa primerilor utilizaţi în cercetare 
 
polimorfismul C677T a fost determinat utilizând enzima de restricţie hinfi (thermo scientific), 
iar mutaţia A1298C a fost determinată prin digestie cu enzima de restricţie MboII (Thermo 
scientific). Reacţiile are loc la temperatura de 370c timp de 12 ore, după care se efectuează 
electroforeza pentru vizualizarea rezultatelor (figura 1, A şi B). Polimorfismele în genele 
MTR(A2756G) şi MTRR(G66A) au fost identificate în urma restricţiei cu enzimele HaeIII şi NdeI 
(Thermo scientific). În urma electroforezei se observă benzi de diferită lungime (figura 1, C şi D). 
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Figura 1. electroforeogramele analizei polimorfismelor genelor MTHFR, MTR, MTRR. 







nr. Denumirea mutaţiei Secvenţa primerilor temperatura de aliniere 
enzima de 
restricţie 
1 mthFR(c677t ) 
F: 5’-tgaaggagaaggtgtctgcggga-3’ 
600c hinfi R: 5’-aggcggtgcggtgagagttg-3’ 
2 mthFR (a1298c) F: 5’-ctttgcggagctgaaggactactac-3’ 610c mboii R: 5’-cactttgtgaccattccggtttg-3’ 
3 mtR(a2756g) F: 5’-ggtgccaggtatacagtgactct-3’ 580c haeiii R: 5’-gatccaaagccttttacactcctc-3’ 
4 mtRR(g66a) F: 5’-aaggccatcgcagaagacat-3’ 580c ndei R:5’-cacttcccaaccaaaattcttcaa-3’ 
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Figura - 1A (MtHFr 
c677t) 
m – marker o'geneRuler 
Dna ladder, 100-1000 
bp (thermo scientific); 
677cc-1,2,3,5 (197 pb); 




Figura - 1B (MtHFr 
A1298c) 
m – marker o'geneRuler 
Dna ladder, 100-1000 
bp (thermo scientific); 
1298aa-5, 7 (30, 56pb) 
1298ac-2, 3, 4, 6 (30, 
56, 80pb) 
1298cc-1 (30 şi 80pb) 
Figura - 1D 
(Mtr A2756g) 
m – marker o'geneRuler 
Dna ladder, 100-1000 bp 
(thermo scientific); 
2756aa-1, 2, 3 (420, 83 
pb) 
2756ga-4 (420, 268, 152, 
83 pb ) 
2756gg- (268, 152, 83 pb) 
 
Figura - 1c (Mtrr 
g66A) 
m – marker o'geneRuler 
Dna ladder, 100-1000 
bp (thermo scientific); 
66aa-(145 pb) 
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de homocisteină [8]. variantele genetice ale genelor 
implicate în metabolismul folatului şi homocisteinei pot 
acţiona ca factori predispuşi în dezvoltarea anormală a 
fătului şi în pierderi reproductive [6].
astfel, aceste gene (MTHFR, MTR, MTRR) au 
fost cercetate la populaţia Republicii moldova. Se 
observă dominarea genotipului heterozigot al genei 
MTHFR (MTHFR 677CT) în grupul de cercetare 
(52%) comparativ cu grupul control (47%), (oR=0.83, 
95%ci=0.51-1.35), precum şi genotipul MTHFR 
677TT, cu o frecvenţă de 10% în grupul pacientelor şi 
de 8% la femei sănătoase (oR=0.85, 95%ci=0.36-2.00). 
Diferenţe observăm şi în cazul genei MTR, al cărei 
genotip heterozigot (MTR 2756AG) predomină în grupul 
pacientelor (oR=1.38, 95%ci=0.81-2.34) (tabelul 2). în 
ceea ce priveşte formele normale ale genelor, purtătorii 
genotipului MTHFR 1298AA domină în rândul femeilor 
cu pierderi reproductive (50%), comparativ cu femeile 
sănătoase (45%) (oR=1.20, 95%ci=0.73-1.99), la fel şi 
în cazul genotipului MTRR 66GG (25% femei din grupul 
de cercetare şi 19% femei din grupul control), (oR=1.36, 
95%ci=0.74-2.52) (tabelul 2). Dar se constată că nu 
există diferenţe statistic semnificative între distribuţia 
tuturor polimorfismelor în grupurile control şi de 




Distribuţia polimorfismului  în grupul control şi cel de cercetare
genotip
grupul de 
cercetare grupul control χ2 p oR
n=166 % n=108 % χ2 df oR 95% cl
mthFR 677cc 64 38 48 44
0.95 2 0.62
1.28 0.78–2.08
mthFR 677ct 86 52 51 47 0.83 0.51–1.35
mthFR 677tt 16 10 9 8 0.85 0.36–2.00
mthFR 1298aa 83 50 44 45
0.57 2 0.75
1.20 0.73–1.99
mthFR 1298ac 73 44 46 42 0.87 0.53-1.44
mthFR 1298cc 10 6 7 7 0.82 0.30-2.24
mtR 2756aa 102 61 69 67
1.71 2 0.43
0.79 0.47–1.32
mtR 2756ag 60 36 30 29 1.38 0.81–2.34
mtR 2756gg 4 2 4 4 0.61 0.15–2.50
mtRR 66gg 41 25 19 19
1.07 2 0.59
1.36 0.74–2.52
mtRR 66ga 121 73 77 79 0.73 0.41–1.32
mtRR 66aa 4 2 2 2 1.19 0.21–6.59
Distribuţia polimorfismului genei mthFR 
la nivelul genei MTHFR au fost studiate 2 
polimorfisme: C677T şi A1298C. Fiecare a fost supus 
testului hardy-weinberg, rezultatele căruia sunt 
înregistrate în tabelele 3 şi 4. Datele obținute au fost 
comparate cu cele teoretic aşteptate, iar deviaţia statistic 
semnificativă de la echilibrul hardy-weinberg nu a fost 
înregistrată (χ2<5, p>0.05).
genotip control hwe χ2 p
mthFR 1298aa 0.454 0.477
0.58 0.45mthFR 1298ac 0.474 0.427
mthFR 1298cc 0.072 0.096
genotip cercetare hwe χ2 p
mthFR 1298aa 0.500 0.518
0.70 0.40mthFR 1298ac 0.440 0.403
mthFR 1298cc 0.060 0.078
genotip control hwe χ2 p
mthFR 677cc 0.444 0.463
0.40 0.53mthFR 677ct 0.472 0.435
mthFR 677tt 0.083 0.102
genotip cercetare hwe χ2 p
mthFR 677cc 0.386 0.415
1.48 0.22mthFR 677ct 0.518 0.458
mthFR 677tt 0.096 0.126
tabelul 3
testul hardy-weinberg pentru grupul
control şi de cercetare pentru gena mthFR
tabelul 5
testul hardy-weinberg pentru grupul
control şi de cercetare pentru gena mtR a2756g
tabelul 4
testul hardy-weinberg pentru grupul
control şi de cercetare pentru gena mthFR 
tabelul 6
testul hardy-weinberg pentru grupul
control şi de cercetare pentru gena mtRR 
Distribuţia polimorfismului genelor mtR şi mtRR
la compararea repartiţiei frecvenţei genotipurilor ob-
servate şi celor teoretic aşteptate, în cazul polimorfis-
mului MTR A2756G, nu s-a elucidat o deviaţie statistic 
semnificativă de la echilibrul hardy-weinberg pentru 
grupul control şi de cercetare (χ2=0.01, p=0.91 şi respec-
tiv χ2=1.18, p=0.28) (tabelul 5). Frecvenţa genotipică 
a polimorfismului genei MTRR în grupul control este: 
genotip control hwe χ2 p
mtR 2756aa 0.670 0.665
0.01 0.91mtR 2756ag 0.291 0.301
mtR 2756gg 0.039 0.034
genotip cercetare hwe χ2 p
mtR 2756aa 0.614 0.632
1.18 0.28mtR 2756ag 0.361 0.326
mtR 2756gg 0.024 0.042
p2(gg)=0.194, 2pq(ga)=0.786, q2(aa)=0.020. aceste 
date sunt diferite de cele teoretic aşteptate, provocând 
o deviaţie statistic semnificativă de la echilibrul hardy-
weinberg (χ2=22.81, p=0.000). în grupul de cercetare, 
la fel, se constată diferenţe statistic semnificative între 
frecvenţa genotipică observată şi cea teoretic aşteptată 
(χ2=28.31, p=0.000) (tabelul 6).
genotip control hwe χ2 p
mtRR 66gg 0.194 0.344
22.81   0.000mtRR 66ga 0.786 0.485
mtRR 66aa 0.020 0.171
genotip cercetare hwe χ2 p
mtRR 66gg 0.247 0.374
28.31 0.0000mtRR 66ga 0.729 0.475
mtRR 66aa 0.024 0.151
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cercetarea noastră a demonstrat rolul 
polimorfismelor genelor ciclului folat şi metioninic 
(MTHFR, MTR, MTRR) în etiologia pierderilor 
reproductive la femei din Republica moldova. Rezultatele 
arată că genele ciclului metioninic (MTR, MTRR) au 
o asociere mai pronunţată cu pierderea de sarcină, în 
special genotipul heterozigot MTR 2756AG şi cel mutant 
MTRR 66AA. aceste polimorfisme determină nivelul de 
homocisteină şi hipometilarea aDn-ului, fiind asociate 
cu risc crescut de a dezvolta hiperhomocisteinemie şi 
anumite complicaţii ale sarcinii. 
concluzii 
1. Rezultatele cercetării au demonstrat că distribuţia 
polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298C, 
MTR A2756G, MTRR G66A în grupul control şi în 
rândul pacienţilor nu a prezentat diferenţe statistic 
semnificative (p>0.05).
2. a fost aplicat testul hardy-weinberg pentru grupul 
control şi de cercetare. la compararea frecvenţelor 
genotipice observate şi cele teoretic aşteptate pentru 
polimorfismele MTHFR C677T, MTHFR A1298C, 
MTR A2756G, nu s-au observat diferenţe statistic 
semnificative (p>0.05). în cazul polimorfismului 
MTRR G66A, frecvenţele genotipice observate şi 
cele teoretic aşteptate deviază de la echilibrul hardy-
weinberg pentru grupul control şi cel de cercetare 
(χ2=22.81, p=0.000 şi respectiv χ2=28.31, p=0.000).
3. nu a fost stabilită asocierea polimorfismelor gene-
lor MTHFR, MTR, MTRR cu pierderile reproductive 
(χ2<5, p>0.05), dar riscul este mai mare pentru femei 
purtătoare a genotipului MTR AG, oR=1.38, 95%ci 
[0.81-2.34], precum şi a genotipului MTRR 66AA 
(oR=1.19, 95%ci [0.21-6.59]), însă rezultatele nu 
sunt statistic semnificative.
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